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 هاي بنيادي جنيني موشي به رده مگاكاريوسيتي  تمايز سلول

 در محيط كشت عاري از لايه تغذيه كننده

 4، امير آتشي3، دكتر سعيد كاوياني2، دكتر مسعود سليماني1محمد قرباني
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ينيي  بلاستوسيت جنمرحله هاي بالقوه چند ظرفيتي اند كه ازتوده سلول داخلي  هاي بنيادي جنيني، سلول سلول
هياي   از هي  كشيتي بيا سيلول     ،هاي بنيادي جنيني به رده مگاكاريوسييتي  تاكنون تمايز سلول. شوند مشتق مي

استرومايي مغز استخوان بوده است كه داراي معايبي چون احتمال انتقيال آليود ي از هييه تغ ييه كننيده بيه       
از اين هيه در ايجاد تمايز ناخواسته و ايجاد تغيييرا   هاي بنيادي وهمچنين ترشح فاكتورهاي نامشخص  سلول

هاي بنيادي جنينيي   در اين مطالعه با ح ف هيه تغ يه كننده، سلول.باشد هاي بنيادي جنيني مي ژنتيكي در سلول
 .موش به رده مگاكاريوسيتي تمايز داده شد

 ها مواد وروش
،  R1هاي بنيادي جنيني موش رده  از سلول ،ي آويزانبه روش قطره   ار. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

، ال  FBSحياوي   IMDM محيط)اجسام شبه جنيني حاصل شدو سپس اجسام شبه جنيني، در دو  روه آزمون 
هميان  )و يروه كنتيرل  ( IL3و TPO لوتامين، اسيدهاي آمينه غيرضروري،بتامركاپتواتانول و فاكتورهاي رشد 

آزمون سنجش كلوني و پيس   ،روز 4بعد از   شت .كشت شدند( رهاي رشدمحيط كشت آزمون و فاقد فاكتو
 RT-PCRتوسيط   PF4 وآزمون نسيخه بيرداري از ژن    CD41لكولوروز رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي م 7 از

 .براي اثبا  تمايز به رده مگاكاريوسيتي انجام  رفت
 ها يافته

هياي   تعداد كل كليوني  .ايي تشكيل كلوني را دارندهاي مورد نظر توان نتايج سنجش كلوني نشان داد كه سلول
از طرفي رنگ آمييزي ايمونوسيتوشييمي و    .بود 17 ± 6/3هاي بنزيدين مثبت  و كلوني 58 ± 1/6تشكيل شده 

RT-PCR  نشان داد كه مولكولCD41  و ژنPF4 شوند هاي تمايز يافته بيان مي در سلول. 
 نتيجه گيری 

هياي   ي بنيادي جنيني موش بدون استفاده از هييه تغ ييه كننيده بيه رده سيلول     ها نتايج ما نشان داد كه سلول
هاي بنيادي جنيني به عنوان منبع نامحدود وجديد براي تولييد   توان از سلول يابند و مي مگاكاريوسيتي تمايز مي

 .اي وبيولوژيكي اين رده استفاده نمود رده مگاكاريوسيتي وانجام تحقيقا  پايه
  تمايز سلولي، مگاكاريوسيتهاي بنيادي جنيني،  سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
هاي بالقوه چند ظرفيتـي   هاي بنيادي جنيني، سلول سلول    
 بلاستوسـيت باشند كه از تـوده سـلولي دايلـي مر لـه      مي

هـا را از بقيـه    دو ويژگـي آن  .(1، 2)آيند جنيني به دست مي
تواننـد بـه    هـا مـي   آن اول ايـ  كـه   ،كنـد  تمايز ميها م سلول

صورت جمعيت يالص سلولي بـدون تمـايز بـراي مـدت     
زمان طولاني در كشت نگـه داشـته شـده و تك يـر يابنـد و      

هـاي بنيـادي    هاي تومـوري، سـلول   هاي سلول بريلاف رده
هـاي متـوالي در    جنيني، كاريوتيپ طبيعي را به دنبال تقسيم

دومي  (. يت ناميرايي بدون جهشياص)كنند كشت  فظ مي
هــاي بنيــادي جنينــي چنــد  ســلولويژگــي ايــ  اســت كــه 

اند و اي  توانايي را دارند كه در شرايط مناسـ  بـه    ظرفيتي
م در ـه ـ( ودرمـزودرم، اكت ــدودرم، مـان)هر سه لايه زاينده

in vivo  و هم درin vitro   تمايز يابند و اي  تمايز به وسـيله
و  in vitroدر (  EB= embryoid bodies )اجسام شبه جنيني

 . گردد مشخص مي in vivoدر ( teratomas)تراتوماها 
 SCID هـاي بنيـادي جنينـي بـه مـوش      زماني كه سـلول     
(Severe Combined Immuno deficient) دنتزريــش شــو، 

تليوم روده، غضـروف، اسـتخوان،    ها از جمله اپي انواع بافت
در واقـ   ( 1-5)آورنـد  وجـود مـي  بـه  ... تليوم عصبي و  اپي

هـاي تمـايز    اجسام شبه جنيني به عنوان تجمعـي از سـلول  
اند كه داراي توانايي تشكيل هر سه لايه زاينده جنيني  كننده
تـوان   هاي بنيادي جنيني به را تي مي از سلول .(6)باشند مي

هــاي مربــو  بــه دســتكاري ژنتيكــي اســتفاده  در آزمــايش
هاي بنيادي جنيني موش بـر   لولاغل  كشت س(. 8، 7)نمود

 هاي فيبروبلاست جني  مـوش  سلول)روي لايه تغذيه كننده
انجـام  ( LIF)و با  ضور فاكتور مهاركننده لـوكمي ( MEFيا 
هايي كه در زمينه كشت بدون لايه  پس از پيشرفت. شود مي

هـاي بنيـادي جنينـي صـورت گرفـت،       تغذيه كننده سـلول 
 BMP4و  LIFبـا  ضـور   هاي بدون سـرم   استفاده از محيط

(Bone Morphogenetic Protein4)  و همكاران  يينگتوسط
 (.9)معرفي گرديد 2001در سال 

هاي بنيادي جنينـي   به طور كلي براي شروع تمايز سلول    
 :هاي زير وجود دارد روش ،هاي رده يونساز به سلول

   ذف فاكتورهاي ممانعت كننده تمايزي و اجازه دادن -3
 هاي سه  تشكيل كلوني رايبنيادي جنيني ب هاي به سلول

گردد تا پديده  موج  مي( يـه جنينـام شبـاجس)يـدبع
 . ها شروع شود تمايز در سلول

هــاي بنيــادي جنينــي بــه صــورت  در روش دوم ســلول -2
شـوند و   هاي استرومايي كشـت مـي   ستقيم روي سلولم

ها اتفـاق   شروع تمايز در اثر تماس مستقيم با اي  سلول
 (.OP9معمولاًَ رده سلولي )افتد مي

هاي ماتريكس يارج  اي از پروتئي  تمايز روي تك لايه -1
 (. ECM()9 ،6)سلولي

هـاي يونسـاز    هاي سلول رده مگاكاريوسيتي يكي از رده    
هـاي مغـز اسـتخوان را     است كه كمتر از يك درصد سـلول 

توليد مگاكاريوسيت يـا مگاكـاريوپو ز   (. 30)دهد تشكيل مي
. شــود ط يـك سـري از فاكتورهـاي رشـد كنتـرل مـي      توس ـ
هنـوز   ،هـاي اييـر در زمينـه مگاكـاريوپو ز     رغم آگاهي علي

هاي مربو  به اي  فرآيند به ميزان زيادي ناشنايته  مكانيسم
يك مان  اصلي براي انجـام ايـ  موعـوع مشـكلات     . است

مربو  بـه تك يـر و تمـايز جمعيـت مگاكاريوسـيتي بـراي       
كشـت  (. 33)باشـد  لي و مولكـولي مـي  مطالعه وقـاي  سـلو  

CD34هاي بنيادي يونساز  سلول
براي بلوغ مگاكاريوسيتي  +

در ( مغز استخوان، يون محيطي، بند نـاف )از مناب  مختلف
آميز بوده اسـت امـا مشـكلاتي     محيط آزمايشگاهي، موفقيت

هـاي بنيـادي    هم چون به دست آوردن تعداد كـافي سـلول  
CD34

ــ  سـ ـ   + ــر اي ــكلات تك ي ــيط   لولو مش ــا در مح ه
ــراي    ــافي مگاكاريوســيت ب ــدار ك ــد مق آزمايشــگاهي، تولي

ــالينيكاربردهــاي  اي را محــدود كــرده  و تحقيقــات پايــه ب
هاي بنيـادي جنينـي منبـ  يـوگ ديگـري       سلول(. 8)است

هستند، چرا كه قادرند به سرعت تك ير و به انـواع مختلـف   
هــا  و محصــولات يــوني مشــتش از آن بنــدســلول تمــايز يا

 (. 6)تواند در مقادير بسيار زياد توليد شود مي
ــه   جهــت شــروع تمــايز ســلول      ــادي جنينــي ب هــاي بني

ــلول ــتي    س ــم كش ــاكنون از ه ــيتي، ت ــاي رده مگاكاريوس ه
اسـتفاده شـده   ( OP9)هاي استرومايي مغـز اسـتخوان   سلول
باشد كه به طور يلاصـه   اي  روش داراي معايبي مي .است

 : در زير بيان شده است
ــد -3 ــلول ع ــاي مترشــحه از س ــايي فاكتوره ــاي  م شناس ه

 (. 32)شوند استرومايي كه موج  تمايز مي
 هاي استرومايي به  ال آلودگي از رده سلولـال انتقـا تم -2
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 (. 1، 31)هاي بنيادي جنيني سلول
گيــر بــودن تك يــر و ز مــت داشــت  نگهــداري   وقــت -1

 (.31)هاي تغذيه كننده سلول
هاي بنيـادي جنينـي توسـط     ته سلولايجاد تمايز نايواس -1

ــلول ــاي   سـ ــ  فاكتورهـ ــا ترشـ ــترومايي بـ ــاي اسـ هـ
 (.9)نامشخص

هــاي تمــايز يافتــه از  مشــكل بــودن جداســازي ســلول -5
 (. 9)هاي استرومايي سلول

هـاي بيوشـيمي، مولكـولي و     براي بررسي بهتر مكانيسم    
هاي بنيادي جنيني و هـم چنـي  بـا     سلولي در تكامل سلول

هاي بنيادي جنيني  كه در آينده از مشتقات سلول اي  تصور
مـاني اسـتفاده يواهـد شـد،  ـذف      براي پيوند و سلول در

هاي استرومايي  كردن يا به  داقل رساندن استفاده از سلول
اي  مطالعه به منظور  ـذف لايـه   . رسد عروري به نظر مي

هـاي بنيـادي جنينـي بـه رده      كننـده در تمـايز سـلول    تغذيه
اي  مطالعـه بـراي ايـ     . تي صورت گرفته استمگاكاريوسي

منظــور، بــا تشــكيل اجســام شــبه جنينــي بــا روش قطــره  
ــزان ــت ( Hanging drop)آوي ــايز جه ــ   و ســ س تم دار اي
ها در مجاورت با فاكتورهاي رشد يونسـاز و بـدون    سلول

 .  ضور لايه تغذيه كننده، انجام شد
 

 ها مواد و روش
 (    R1)هاي بنيادي جنيني موش كشت سلول

بنيـادي   هاي سلول. بودتجربي  مطالعه انجام شده از نوع    
هديـه از دكتـر اسـماعيلي،    )329از نـژاد  ( R1)جنيني موش

 MEFروي لايـه تغذيـه كننـده    ( استاديار دانشگاه شـهركرد 

(Mouse Embryonic Fibroblast) (. 3شكل )كشت داده شدند 
     
 
  
 
 
 
 
 
 
  

 
 ي رو نيني موشي كشت شده برهاي بنيادي ج سلول :1شكل 

 فيبروبلاست جنيني موش

هـاي بنيـادي جنينـي     محيط كشـت بـراي تك يـر سـلول        
   درصـد  35، (جيبكـو )  Knock out D-MEMعبارت بود از 

FCS (جيبكو) ،2، (سـيگما )ميلي مولار بتامركاپتواتانول 3/0 
مـولار اسـيدهاي    ميلي 3/0، (جيبكو)گلوتامي  ميلي مولار ال

ــه ــر عــروري آمين ــده ( جيبكــو)غي ــاكتور ممانعــت كنن و ف
 . U/ml 3000با غلظت ( Chemicon)لوكميايي

 31تـا   5/32 هـاي  براي تهيه لايه تغذيه كننـده از جنـي       
هفتـه كـه از    32تـا   7با س   NMRIروزه موش سفيد نژاد 

پـس از يـروج    .، اسـتفاده شـد  انستيتو پاستور تهيه شـدند 
هـاي   جنينـي بـه همـراه ارگـان     هـاي  ها از ر م، اندام جني 

لاشه جنـي   . دايلي و قسمت بالاي سر از جني  جدا شدند
داده بـا رعايـت مـوارد اسـتريل شستشـو       DMEMبار با  1

ها به قطعات بسيار ريـزي قطعـه قطعـه     س س جني . شدند
هاي تكي  به سلول -EDTAشدند و توسط محلول تري سي  

% 30همراه به  DMEMتبديل شدند و بعد در محيط كشت 
روز بعد تعويض محيط انجام . سرم جني  گاو كشت شدند

ها كاملاًَ رشد كرده و كـف   گرفت و اجازه داده شد تا سلول
 . پليت را پر كنند

بنيادي جنيني يك روز قبـل،  هاي  به منظور كشت سلول    
 mg/ml 30لايه پشتيبان يا تغذيه كننده با استفاده از غلظـت  

ال شد، پس از غير فعـال سـازي، بـه    غير فع Cميتومايسي  
هاي بنيادي جنيني  لايه تغذيه كننده محيط نگهدارنده سلول

هاي بنيادي نبايد اجازه داد كـه زيـاد    به سلول. اعافه گرديد
هـاي بزرگـي نماينـد كـه علايـم       رشد كنند و ايجاد كلـوني 
روز  1تـا   2لذا هر . ها ديده شود مورفولوژيكي تمايز در آن

بـه   -EDTAا را بـه وسـيله محلـول تري سـي      ه ـ بايد سلول
صورت تكي در آورده و به فلاسك جديدي كه لايه تغذيه 

 (. 35، 36)اند منتقل كرد آن در روز قبل غير فعال شده
 

 تشكيل اجسام شبه جنيني 
 ،هاي بنيـادي جنينـي   پس از ارزيابي محيط كشت سلول    

صد سـط   در 50تا  10كه اولاًَ نبايد بيش از  R1موش رده 
نا يه كشت را پوشانده باشد و ثانياًَ هيچ تمايز مرفولوژيكي 

ميلي مـولار   15/0درصد و  05/0مشاهده نشود، با تري سي  
EDTA    جدا شدند و به صورت سوس انسيون تـك سـلولي
 . در آمدند
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 ه ـي بــهاي بنيادي جنين م تمايز مرفولوژيكي سلوليعلا    
 : باشد صورت زير مي

هايي با كناره مضرس و تيـره در اطـراف     ضور سلول -3
ها كه از نظر مرفولوژيكي با  الت تمـايز نيافتـه    كلوني
هاي بنيادي جنينـي كـه در مركـز وجـود دارنـد       سلول

 . باشد متفاوت مي
هاي بزرگ با مركز نكروتيك كـه بيـانگر پاسـاژ     كلوني -2

هاي بنيادي جنينـي در چنـد روز گذشـته     نيافت  سلول
 . باشد مي

هـاي وا ـد،    ها به صورت سلول رسيدن كلوني به نظر -1
اي باشـند و اغلـ     به جاي اي  كه بـه صـورت تـوده   

هـا بـه وعـوا قابـل      هاي سلولي در اي  سـلول  هسته
 . اند مشاهده

هاي تك سـلولي    هاي مسط  كه به صورت لايه كلوني -1
توسط يك مرز دايره ماننـد ا اطـه    ورسند  به نظر مي

 . شوند مي

از علايـم تمـايز يـود بـه يـودي،      با مشاهده هر يك 
هـاي بنيـادي جنينـي بـراي تك يـر، فريـز يـا         كيفيت سـلول 

 (. 35)هاي تمايزي مناس  نخواهد بود آزمايش
آميـزي   ها به وسيله رنگ د زنده بودن سلولصتعيي  در

آميـزي و   پـس از رنـگ  .  ياتي تري ان بلو صـورت گرفـت  
درصـد   97شمارش توسط لام نئوبار مشخص گرديـد كـه   

( EBs)براي تشـكيل اجسـام شـبه جنينـي    . اند ها زنده لولس
مورد استفاده در اي  مطالعه از روش قطره آويـزان اسـتفاده   

سلول بنيادي جنيني موش در  700شد، در اي  روش تعداد 
هـاي   هر قطره به صورت آويـزان در محـيط كشـت سـلول    

 . بنيادي جنيني موش كشت شدند
  Knock out DMEMاي  محـيط شـامل محـيط كشـت         
 : هاي زير بود با افزودني( جيبكو)

ميلي مـولار بتـا مركـاپتو     3/0، (جيبكو)FCS درصد  35    
 3/0، (جيبكـو )ميلـي مـولار ال گلوتـامي     2، (سيگما)اتانول

 U/ml، (جيبكـو )ميلي مولار اسيدهاي آمينـه غيـر عـروري   
كـه  ( جيبكـو )استرپتومايسـي   μg/ml 300سيلي  و  پني 300

 5گـراد و   درجـه سـانتي   18روز انكوباسـيون در  پس از دو 
اجسـام شـبه    .اجسام شبه جنيني تشكيل شدند ، CO2درصد 
 رات برداشته شدند و در ظروف كشتـان قطـي از ميـجنين

 ت ـــي كشـت قبلـط كشـان محيـا همـب( Griner)ريـباكت
 (. 6، 38)شدند

 
 تمايز به رده مگاكاريوسيتي

ــت       ــس از گذش ــت  روز از  1پ ــروف كش ــت در ظ كش
 32هر يانه از پليـت   بهباكتري، تعداد دو جسم شبه جنيني 

. در دو گروه آزمـون و كنتـرل منتقـل شـدند    ( TPP)اي يانه
محيط كشت مورد استفاده براي تمايز به رده مگاكاريوسيتي 

 IMDM (Iscovsمحــيط كشـت   :در گـروه آزمــون، شـامل  

Modified Dullbecco Medium) ،35 درصدFCS  (جيبكو) ،
 ميلـي مـولار بتـامر    3/0، (جيبكو)گلوتامي  ميلي مولار ال 2

مـولار اسـيدهاي آمينـه غيـر       ميلي 3/0، (سيگما)كاپتواتانول
، (جيبكــو)استرپتومايســي   μg/ml 300، (جيبكــو)عــروري

U/ml 300 سيلي  به همراه فاكتورهاي رشد  پنيIL3(ng/ml 
ــاكتور از     ،TPO(ng/ml 25)و ( 20 ــر دو ف ــه ه ــركت ك ش

محـيط كشـت در گـروه كنتـرل     . يريداري شـدند پ روتك 
شــامل همــان محــيط هكــر شــده در گــروه آزمــون بــدون  

هـا در   ل سـلول اروز پس از انتق ـ 1تا . فاكتورهاي رشد بود
شد و به همـان   نصف محيط كشت برداشته  ،محيط تمايزي

ها اعافه گرديـد، در روز چهـارم    اندازه محيط تازه به سلول
هاي آزمون و كنترل بعد از تك  يانه از گروه هاي سه سلول

سلولي كردن براي آزمون سنجش كلوني بـه محـيط كشـت    
هاي ديگر در  هاي يانه سنجش كلوني منتقل شدند و سلول

همان محيط القا كننده تمايز با تعويض محيط كامل تـا روز  
نگهداري شدند كه در اي  مدت اجسام شـبه جنينـي بـه     7

غييرات مربو  به تك يـر و تمـايز در   كف پليت چسبيده و ت
پس از كشت در محيط القا كننده،  7در روز . ها ديده شد آن

اجسام شبه جنيني تمايز يافته از كف پليت با كمـك پي تـاژ   
 15/0درصـد و   05/0كنده شده و بـا اسـتفاده از تري سـي     

به صورت تك سلولي درآمـده و بـراي    EDTAمولار   ميلي
و آزمـون   CD41مونوسيتوشيمي مـاركر  آميزي اي انجام رنگ

RT-PCR    به منظور بررسي تمايز بـه رده مگاكاريوسـيتي از
گيــري بيــان ژن ايتصاصــي رده مگاكاريوســيتي  طريـش پــي 

PF4(Platelet Factor 4) استفاده شد . 
 

 آزمون سنجش كلوني
 لـي تشكيـي توانايـررسـور بـه منظـي بـش كلونـسنج    
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بـراي ايـ    . صورت گرفت in vitroهاي يونساز در  كلوني
منظور از محيط كامل و مخصوص آزمون سـنجش كلـوني   

هـا را بـا    لسلو. استم سل تكنولوژيز استفاده گرديد شركت
رقيـش كـرده تـا بـه      FBS% 2 ـاوي   IMDMمحيط كشـت  

ميكروليتـر از   100برسـد، سـ س   ( X 30) 2×  305غلظت 
 methocultليتر از محـيط آمـاده    ميلي 1سلول رقيش شده به 

ويال مخلو ، به شـدت ورتكـس گرديـد و بـه     . اعافه شد
ها يارج گردند،  دقيقه فرصت داده شد تا  باگ 2-5مدت 

مخلو  سلول  ، 36س س با استفاده از سرنگ با سوزن گاژ 
متـري آمـاده بـا     ميلـي  15ظروف كشت باكتري  بهو محيط 

سط  كم چسبنده منتقل گرديد و ظروف كشـت بـه مـدت    
ــا ر 36-31 ــاتور ب ــاي  CO2% 5وز در انكوب ــا  C18و دم ب

سـلول   ml /301  ×2در نهايـت  . رطوبت بالا نگهداري شد
پس از مدت هكـر  . ليتر محيط كشت يواهد بود در هر ميلي

هـاي   شده به منظور ارزيـابي كشـت از نظـر وجـود كلـوني     
آميــزي بنزيـدي  صــورت   يونسـاز رده اريترو يــدي، رنـگ  

روز، كشــت از لحــا   36 تــا 31بعــد از گذشــت . گرفــت
هـا شـمارش    هاي بنزيدي  م بت بررسي و كل كلوني كلوني
هاي  هاي رده مگاكاريوسيتي غالباًَ به همراه كلوني سلول. شد

هـاي يونسـاز    ايـ  كلـوني  . هسـتند  CFU-Mixedيونسـاز  
ــا    ــاوي ســلول هــاي رده اريترو يــدي نيــز هســتند كــه ب

اي  آزمون سه . باشند آميزي بنزيدي  قابل تشخيص مي رنگ
 (. 5، 35)بار تكرار شد

 
 آميزي بنزيدي  روش رنگ

ها درون  دقيقه روي كلوني 35رنگ بنزيدي  را به مدت     
ظروف كشت سـنجش كلـوني ريختـه و بـدون شستشـوي      

درصد آگ مقطر و % 50متانول و % 50رنگ، محلول  اوي 
 20مـدت   ،بـه آن اعـافه كـرده    اليتر آگ اكسـيژنه ر  ميلي 3

ها از لحا  وجود رنگ آبي تيـره   كلوني. داريم نگه ميدقيقه 
 . شوند آميزي بررسي مي  پس از رنگ

 
 CD41وشيمي مولكول تآميزي ايمونوسي رنگ

پلاكتـــي در رده  IIbيـــا گليكـــوپروتئي   CD41مولكـــول 
به منظور بررسي ايـ  مولكـول    .شود مگاكاريوسيتي بيان مي

 Ratدي مونوكلونال با آميزي ايمونوسيتوشيمي با آنتي از رنگ

antimouse CD 41 غير كونژوگه(R & D systems ) و س س
 FITCكونژوگـه بـا    mouse anti rat IgGبادي ثانويه  از آنتي

(ebioscience )ها بعـد از روز هشـتم در    سلول. استفاده شد
محيط كشت القا كننده توسط تري سينيزه كردن و شستشو با 

PBS ــا پارافرمالد ــد  ، ب ــيك% 1ي ــس از  ف ــد و پ س گرديدن
ــه   ــانتريفيوژ ب ــر از ســلول 300شستشــو و س ــا،  ميكروليت ه

اعافه گرديد  BSA/PBS% 3/0بادي اوليه رقيش شده در  آنتي
شستشـو   PBSسـ س بـا   . انكوبه شد C1و يك ساعت در 

 BSA/PBS% 3/0بــادي ثانويــه رقيــش شــده در  و آنتــي داده
و بعد از گذشـت يـك سـاعت در دمـاي اتـاق       .اعافه شد
آميزي هسـته   س س رنگ. ه شدنددداشستشو  PBSتاريكي با
هـا گسـتره تهيـه گرديـد و      از آن ،انجـام شـد   DAPIتوسط 

توسط ميكروسكوپ فلورسنت از نظر بيان سطحي مولكول 
CD41 براي اطمينان از پاسخ بـه دسـت آمـده     .بررسي شد

آميزي كنترل منفـي   ، رنگ CD41ايمونوسيتوشيمي مولكول 
بادي اوليه  بادي ثانويه و بدون استفاده از آنتي تيبا افزودن آن
هـا توسـط    سلول ،هستهبراي مشخص نمودن . انجام گرفت

DAPI ندآميزي شد رنگ . 
 

 RT-PCRآناليز 
ــيتي        ــه رده مگاكاريوس ــايز ب ــي تم ــراي بررس ــان  ،ب بي

بـراي ايـ    . بررسـي گرديـد  ( PF4)ايتصاصي ژن ايـ  رده 
ــور،  ــلول RNAمنظ ــر بـ ـ   س ــورد نظ ــاي م ــتفاده از ه ا اس

در ادامه سايت . دستورالعمل شركت فرمنتاز جداسازي شد
cDNA   ــوس ــي معك ــنش رونويس  m/μl 5 از ،(RT)در واك
Revert Aidآنزيم 

Tm
 m-mulv RT  آغازگرميكرومول  3/0و 
 PCRسـ س واكـنش   . شد استفاده( فرمنتاز)هگزامر تصادفي

 سـيناژن، )dNTP μM 3، cDNA μg  2،   1 x PCR bufferبا 
AMS

Tm)،  MgCl2  μM3، unit Tag DNA polymerase 5/3 
ميكرومــول از آغــازگر ژن ايتصاصــي رده  3/0، (فرمنتــاز)

 F: AGC CCT AGA CCC ATT [( PF4)مگاكاريوسـيتي 

TCC TC  وR: GGC AAA TTT TCC TCC CAT TC [   بـا
گراد به مدت  درجه سانتي 91در دماي  bp 116سايز ماركر 

 10گـراد بـه مـدت     درجه سانتي 91وره دقيقه، دماي دنات 1
گراد بـه مـدت    درجه سانتي 57ها آغازگرثانيه، دماي اتصال 

گـراد بـه    درجـه سـانتي   82 آغازگرهاثانيه و دماي بسط  15
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سـيكل و سـ س بـراي بسـط نهـايي       10ثانيه در  15مدت 
گـراد قـرار داده    درجه سانتي 82دقيقه در دماي  8 آغازگرها

درصد  2هاي ژل  درون چاهك PCRدر پايان محصول . شد
آگارز ريخته شد و پـس از الكتروفـورز بـا رنـگ اتيـديوم      

 (. 33)آميزي و س س ارزيابي شد برومايد رنگ
 

 ها يافته
 آزمون سنجش كلوني   

هـاي   با توجه به اي  نكته كه فعاليـت عملكـردي سـلول       
ها در تشكيل كلوني همراه است، ايـ    يونساز با توانايي آن

 . (2و شكل  3جدول )ن انجام گرفتآزمو
 

هاي بنزيدين مثبت و شمارش  ها و كلوني تعداد كل كلوني: 1جدول 
شده توسط آزمون سنجش كلوني از رده سلول بنيادي جنيني موش 

R1  
هاي  تعداد كلوني ها تعداد كل كلوني تكرار آزمايش

 بنزيدين مثبت
 21 61 بار اول
 35 53 بار دوم
 38 59 بار سوم
 51 381 جم  كل

Mean ± SD 3/6 ± 58 6/1 ± 37 
 
 

     
 

 
 
 
 
 

هياي حاصيل از    آميزي بنزيدين روي كلوني نمايي از رنگ: 2شكل 
 Methocultهياي بنييادي جنينيي در محييط كشيت       كشت سيلول 

 X 111نمايي  بزرگ
 

 CD41آميزي ايمونوسيتوشيمي مولكول  رنگ
 هـاي بنيـادي   آميزي ايمونوسيتوشـيمي سـلول   نتايج رنگ    
 در  CD41يا  IIbز يافته نشان داد كه مولكول ـي تمايـجنين
 . (1شكل )گردد ها بيان مي آن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 B .دهيد  را نشان مي anti CD41هاي رنگ شده با  سلول A: 3شكل 
آمييزي   رنگ DAPIها به وسيله  دهد كه سلول همان فيلد را نشان مي

 .باشد مي CD41زمون آنفي تصوير كنترل م Cو  اند هسته شده
 

 RT-PCRنتايج مربو  به 
روز در محيط تمايزي قرار  7هايي كه به مدت  در سلول    

نشـان داد ژن   RT-PCRنتـايج  . بيـان شـد    PF4گرفتند ژن 
PF4 هاي بنيادي جنيني كه در محيط كشت آزمون  در سلول

هـاي قـرار    شود در  الي كه در سـلول  قرار گرفتند بيان مي
 (. 1شكل )شود در محيط كنترل بيان نمي گرفته

 
 
 
 
 
 

 
بيه ترتيي     Cو  RT-PCR  .A  ،Bالكتروفورز محصوه  : 4شكل 

هياي  يروه    در سيلول  PCRبه عنوان كنترل داخليي   B2Mبيان ژن 
هياي  يروه كنتيرل را نشيان      آزمون مغز استخوان ميوش و سيلول  

 PF4ن ژن بيا Eهاي  روه آزمون،  در سلول PF4بيان ژن  Dدهد،  مي
عدم بيان  Fهاي مغز استخوان موش به عنوان كنترل مثبت،  در سلول

 . است PCRكنترل منفي  Gهاي  روه كنترل و  در سلول PF4ژن 
 

 بحث
هـاي بنيـادي    توانـايي تمـايز سـلول   اي  مطالعه با هدف     

بـه رده مگاكاريوسـيتي در محـيط كشـت      R1موش جنيني 
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 ــ   ــده انج ــه كنن ــه تغذي ــور لاي ــدون  ض ــتب رده . ام گرف
هاي يونساز است كه  هاي سلول مگاكاريوسيتي يكي از رده
هـاي مغـز اسـتخوان را تشـكيل      كمتر از يك درصد سـلول 

درصد بسيار پايي  رده مگاكاريوسيتي، مطالعه  .(30)دهند مي
تـوان   تكامل و بيولوژي اي  رده را دشوار كرده است كه مي

نامحدود و جديد  هاي بنيادي جنيني به عنوان منب  از سلول
بــا تمــايز بــه رده مگاكاريوســيتي بــراي مطالعــه تكامــل و  

هاي گذشـته   در مطالعه(. 37)بيولوژي اي  رده استفاده نمود
هـاي يونسـاز    هاي بنيادي جنيني به سلول براي تمايز سلول

هاي استرومايي به عنوان لايه تغذيه كننده اسـتفاده   از سلول
 OP9هـاي اسـترومايي    هـاي سـلول   يكي از رده. شده است

 M-CSFيـد  لبه علت عدم توان تو OP9رده (. 39-22)است
با استفاده از دستكاري ژنتيكي، سب  تمايز بيشتري نسـبت  

هاي استرومايي مغز استخوان دسـت نخـورده    به ساير سلول
تمـايز توسـط    يالقـا (. 38)شـود  هاي يونساز مـي  به سلول
لول ـ سـلول   هاي تغذيه كننده به وسيله برهم كنش س سلول

هاي تغذيه كننده بـا آزاد كـردن    گيرد، بلكه سلول انجام نمي
ــا     ــاي محلــول نامشخصــي باعــ  الق تمــايز  يفاكتوره

هـاي   در اي  مطالعـه از هـيچ يـك از سـلول    (. 21)شوند مي
هـا در محـيط    تغذيه كننده استفاده نشد و تمايز ايـ  سـلول  

هـاي ايـ  روش    از جملـه مزيـت  . كشت ماي  انجام گرفت
آن اسـت كـه در    ،هاي تمايز ت در مقايسه با ساير روشكش

هاي ديگر مانند استفاده از يك لايه تغذيه كننده براي  روش
هاي بنيادي جنيني فاكتورهاي تمـايز    مايت از تمايز سلول
هاي تغذيه كننده، مشخص نشده و  دهنده مترشحه از سلول
يـ   گيرند، اي  در  الي است كه در ا مورد بررسي قرار نمي

توان اثر هر يك از فاكتورهاي رشـد را در محـيط    روش مي
هـاي مولكـولي    ماي  بررسي كرد و از آن طريش به مكانيسـم 

مزيت ديگـر  (. 32)برد  انتقال دهنده پيام در دايل سلول پي
ــال   ــال انتقــ ــذف ا تمــ ــ  روش،  ــ ــتفاده از ايــ اســ

هاي  از رده سلول( ها ها و ديگر پاتوژن رتروويروس)آلودگي
باشد، براي ايـ    هاي بنيادي جنيني مي كننده به سلولتغذيه 
و همكـاران   گـزو و  2001و همكاران در سال  آميت منظور

 conditionedو  feeder-freeسيسـتم كشـت    2005در سال 

medium-Free  هاي بنيـادي   براي تك ير و نگهداري سلولرا
جنيني انسان در  الت تمايز نيافته گزارش كردند، هر چنـد  

هاي ديگـر نيازمنـد مجـاورت بـا      ها به رده اي  سلول تمايز
در اي  تحقيش براي اولـي   (. 31)هاي تغذيه كننده بود سلول

ي بنيادي جنيني به رده مگاكاريوسـيتي در  اه سلولبار تمايز 
 . هاي تغذيه كننده انجام گرفت غياگ سلول

هـاي تغذيـه كننـده ممكـ        ضور سلول ،علاوه بر اي     
هـاي بنيـادي جنينـي     يرات ژنتيكي در سلولاست باع  تغي

هـاي بنيـادي    شود و موج  محـدود كـردن كشـت سـلول    
گير بودن و ز مت تهيـه   به علت وقت)جنيني به ميزان زياد
و محــدوديت در كــاربرد درمــاني آن ( لايــه تغذيــه كننــده

 (. 31)شود
صــورت گرفــت   2001اي كــه در ســال   در مطالعــه    
قايسـه دو روش عمـده مـورد    ژانگ و همكاران به م جي ون

ــه   اســتفاده در تمــايز ســلول ــي  مــوش ب ــادي جن هــاي بني
ايـ  محققـي  دريافتنـد كـه      .هاي يونساز پردايتنـد  سلول

هاي تغذيـه   در مقايسه با استفاده از سلول EBروش تشكيل 
بـه عنـوان عامـل القاكننـده تمـايز،       OP9كننده اسـترومايي  

در مطالعه (. 21)ردبازدهي بيشتري در ايجاد رده يونساز دا
و بـدون اسـتفاده از لايـه     EB اعر هم بـا روش تشـكيل   

هـاي بنيـادي جنينـي بـه      دار سلول جهت يالقا ،تغذيه كننده
 . ز مگاكاريوسيتي انجام شدارده يونس

در اي  مطالعه براي بررسي تمايز از ژن ايتصاصـي رده      
 كتيـا . استفاده شد CD41آميزي  و رنگ( PF4)مگاكاريوسيتي

هـا   نشان دادند كه پلاكـت  3993و همكاران در سال راويد 
هـا تنهـا    هاي در گردش يـون و مگاكاريوسـيت   تنها سلول

كننـد و هـيچ    را بيان مي PF4ساز يوني هستند كه ژن  پيش
هـاي مغـز، قلـ ، كليـه، كبـد، ريـه، روده و        كدام از سلول

ما  RT-PCRنتايج (. 25)كنند ماهيچه اسكلتي آن را بيان نمي
ــ ــلول رب ــه     روي س ــان داد ك ــده، نش ــايز داده ش ــاي تم ه

 . ها انجام شده است در اي  سلول PF4برداري از ژن  نسخه
، مــــاركر مهــــم ديگــــري در رده  CD41مولكــــول     

اي  ماركر به عنـوان گليكـوپروتئي    . باشد مگاكاريوسيتي مي
IIb  يا مولكولIIb  ايـ  گليكـوپروتئي    . شـود  شنايته مـي

يـا   B3لانسـي بـا اينتگـري     اونـد غيـر كوو  سط  سلولي، پي
(CD61) GPIII ــز دارد در رده مگاكاريوســيتي از  CD41. ني

مـا در  (. 26)شـود  ها بيان مـي  هاي پروژنيتور تا پلاكت سلول
هاي تمـايز داده   آميزي ايمونوسيتوشيمي بر روي سلول رنگ
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را رده مگاكاريوسـيتي   ،شده نشان داديم كه اي  ماركر مهـم 
 . ها بيان داشت لبر سط  سلو

در اي  مطالعه نتايج آزمون سنجش كلوني بيانگر تمـايز      
هاي بنيادي جنينـي بـه سـمت رده يونسـاز اسـت و       سلول

آميــزي ايمونوسيتوشــيمي مولكــول  نتــايج  اصــل از رنــگ
CD41  وRT-PCR هاي بنيادي جنيني به  بيانگر تمايز سلول

 يده و با القارده مگاكاريوسيتي بدون  ضور لايه تغذيه كنن
ــت  ــايز جه ــد    تم ــاي رش ــيله فاكتوره ــه وس و  TPOدار ب

IL3 در  الي كه در مطالعات گذشـته كـه توسـط    . باشد مي
و همكـاران بـر روي تمـايز    گور و همكاران يا فوجي موتو 

هاي بنيـادي جنينـي بـه رده مگاكاريوسـيتي صـورت       سلول
هاي استرومايي استفاده شـده   گرفته از هم كشتي رده سلول
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 (. 8، 37)است
 

 گيري نتيجه
در ايــ  مطالعــه،  ــذف لايــه تغذيــه كننــده در تمــايز      

آميـز   هاي بنيادي جنيني به رده مگاكاريوسيتي موفقيت سلول
بود، اما براي بهينه كردن و افـزايش ميـزان تمـايز، نيـاز بـه      
انجام تحقيقات تكميلي و بررسي اثر ديگر فاكتورهاي رشد 

هـاي تغذيـه     الت هم كشتي با سلول و مقايسه با تمايز در
گـردد بـراي ارزيـابي     هم چني  پيشنهاد مـي  .باشد كننده مي
بـا آزمـون    CD41هاي تمايز يافته، بيان مولكـول   بهتر سلول

صورت  Real-Time PCRتوسط  PF4فلوسايتومتري و بيان 
 . گيرد

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
References :      

1- Evans MJ, Kaufman MH. Estabblishment in culture of 

pluripotent cells from mouse embryos. Nature 1981; 

292:154-6. 

2- Martin GR. Isolation of a pluripotent cell line from 

early mouse embryos cultured in medium conditioned 

by teratocarcinoma stem cells. Proc Natl acad Sci USA 

1981;78: 7634-8. 

3- Markey K. Differentiation of embryonic stem cells: 

analysis of haematopoietic progress. The university of 

Queesland 2004:1. 

4- Mallon BS, Park KY, Chen KG, Hamilton RS, McKay 

RDG. Toward xeno-free culture of human embryonic 

stem cells. The International Journal of Biochemistry 

and Cell Biology 2005;12: 2145-57. 

5- Kaufman DS, Hansont ET, Lewist R, Auerbach R, 

Thomson JA. Hematopoietic colony-forming cells 

derived from human embryonic stem cells. PNAS 

2001;98:10716–21. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-3
0 

] 

                             9 / 11

https://bloodjournal.ir/article-1-236-fa.html


 78تابستان ،  2شماره  ،5 هدور                                                 

                                                                                                             89 

 

6- Kurosawa H, Imamura T, Koike M, Sasaki K, Amano 

Y. A simple method for forming embryoid body from 

mouse embryonic stem cells. Journal of Bioscience and 

Bioengineefling 2003;96:409-11.  

7- Fujimoto TT, Kohata.S, Suzuki H, Miyazaki H, 

Fujimura K. Production of functional platelets by 

differentiated embryonic stem (ES) cells in vitro. 

Blood 2003;102:4044-51. 

8- Wobus AM, Boheler KR. Embryonic stem cells: 

prospects for developmental biology and cell therapy. 

Physiol Rev 2005; 85(2): 635-678. 

9- Keller M. Embryonic stem cell differentiation: 

emergence of a new era in biology and medicine. 

Genes & Develpment 2005;19:1129-55. 

10- Levine RF. Isolation and characterization of normal 

human megakaryocytes. Br J Haematol 1980; 45: 487-

497. 
11- Shim MH, Hoover A, Blake N, Drachman JG, Reems 

JA. Gene expression profile of primary human 

CD34+CD38lo cells differenting along the 

megakaryocyte lineage. experimental hematology 

2004;32 638-648. 

12- Soleimani M, Atashi A, Baharvand H, Masomi M. 

Differentiation of mouse embryonic stem cells to 

hematopoietic cells. Iranian Journal of Anatomical 

Science 2005: 11-18.  

13- Klimanskaya I, Chung Y, Meinser L, Johnson J, West 

M, Lanza R. Human embryonic stem cells derived 

without feeder cells. Lancet 2005; 365(9471):1636-41. 
14- Stojkovic M, Lako M, Strachan T, Murdoch A. 

Derivation, growth and applications of human 

embryonic stem cells. Reproduction 2004;128:259-67. 

15- Helgason CD. In vitro Hematopoietic Differentiation of 

murine embryonic stem (ES) cells, protocols for

 

maintenance of murine ES cells, generation of 

embryoid bodies (EBs), and quantitation of 

hematopoietic progenitors. Stem Cell Technologies 

2003; 2(1)1:1-28. 

16- Khademhosseini A, Ferreira L, Blumling J, Yeh J, 

Karp JM, Fukuda J, et al. Co-culture of human 

embryonic stem cells with murine embryonic 

fibroblasts on microwell-patterned substrates. 

Biomaterials 2006; 27: 5968-77. 

17- Dang Sm, Kyba M, Perlingeiro R, Daley GQ, Zandstra 

PW. Efficiency of embryoid body formation and 

hematopoietic development from embryonic stem cells 

in different culture systems. Biotechnol Bioeng 2002; 

78: 442-53. 

18- Gaur M, Kamata T, Wang S, Moran B, Shattil SJ, 

Leavitt AD. Megakaryocytes derived from human 

embryonic stem cells: a genetically tractable system to 

study megakaryocytopoiesis and integrin function. J 

Thromb Haemost 2006; 4: 436-42. 

19- Kodama H, Nose M, Niida S, Nishikawa S. 

Involvement of the c-kit receptor in the adhesion of 

hematopoietic stem cells to stromal cells. Exp Hematol 

1994; 22: 979-84. 

20- Nakano T. In vitro development of hematopoietic 

system from mouse embryonic stem cells: a new 

approach for embryonic hematopoiesis. Int J Hematol 

1996; 65: 1-8. 

21- Nakano T, Kodama H, Nishikawa S, Nishikawa S. 

Preferential proliferation of murine colony-forming 

units in culture in a chemically defned condition with a 

macrophage colony-stimulating factor-negative stromal 

cell clone. J Exp Med 1996; 184: 2301-9. 

22- Movassagh Pour AA, Salehnia M, Pourfatollah AA, 

Soleimani M. CFU-GM like colonies derived from 

embryonic stem cells cultured on the bone marrow 

stromal cells. Iranian Biomedical Journal 2004; 8: 1-5. 

23- Tian X, Morris JK, Linehan JL, Kaufman DS. 

Cytokine requirements differ for stroma and Embryoid 

body-mediated hematopoiesis from human embryonic 

stem cells. Exp Hematol 2004; 32: 1000-9. 

24- Zhang WJ, Park C, Arenston E, Choi K. Modulation of 

hematopoietic and endothelial cell differentiation from 

mouse embryonic stem cells by different culture 

conditions. Blood 2005; 105: 111-4. 

25- Ravid K, Beeler DL, Rabin MS, Ruley HE, Rosenberg 

RD. Selective targeting of gene products with the 

megakaryocyte platelet factor 4 promoter. Cell Biology 

1991; 88: 1521-5.  

26- Long MW, Hoffman R. Thrombocytopoiesis. In: 

Hoffman R, Benz Jr EJB, Shattil SJ, Furie B, Cohen 

HJ, Silberstein LE, editors. Hematology, basic 

principle and practice. 4th edition. Philadelphia: 

Elsevier Churchill Livingstone;2005:303-15. 

 

  

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-3
0 

] 

                            10 / 11

https://bloodjournal.ir/article-1-236-fa.html


 دكتر مسعود سليماني و همكاران                                                                                         هاي بنيادي به رده مگاكاريوسيتي تمايز سلول

 

 89 

Differentiation of murine embryonic stem cells into 

megakaryocytic lineage cultured in feeder layer-free media 

 
  

Ghorbani M.
1
(BS), Soleimani M.

1
(PhD), Kavyani S.

1
(PhD), Atashi A.

1
(MS) 

 
 

1Tarbiat Modarres University, Tehran, Iran 

 

 
 

Abstract 
Background and Objectives 

Embryonic stem cells are potential pluripotent stem cells derived from inner cell mass of 

embryonic blastocyst stage. So far, differentiation of embryonic stem cells to megakaryocyte 

lineage has resulted from coculture with bone marrow stromal cells with disadvantages such as 

possibility of stem cell contamination from feeder layer and secretion of unknown factors from 

this layer ending in unwanted differentiation and genetic changes in embryonic stem cells. In 

this study, while excluding feeder layer, we differentiated murine bone marrow cells to 

megakaryocyte lineage. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, embryoid bodies resulted from R1 murine embryonic stem cells. 

The embryoid bodies were then cultured in two groups of test (containing IMDM with FBS, L-

glutamin, non-essential aminoacids, beta mercaptoethanol, and TPO and IL-3 as growth 

factors) and control (the same culture medium used in test group without growth factors). After 

four days the colony assay test was performed, and after eight days immunohistochemistry 

staining for CD41 molecule, and finaly transcription test for PF4 gene using RT-PCR to 

demonstrate differentiation to megakaryocyte lineage. 

 

Results 

Results of the colony assay test indicated that the cells considered had the capacity to give rise 

to colonies. The total number of colonies and banzidine positive colonies were 57±6.1 and 

18±3.6 respectively. On the other hand, immunocytochemistry analysis and PCR showed that 

the CD41 molecule and PF4 gene are expressed in differentiated cells. 

 

Conclusions 

Our results indicated that murine embryonic stem cells differentiate into megakaryocyte 

lineage cells without utilizing feeder layer, and embryonic stem cells can be used as an 

immortal new source for producing megakaryocyte lineage cells on which basic biological 

research can be conducted. 
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